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Abstract of DEI 9650899 

The invention relates to biological and chemical sensing devices using variable frequency laser diodes. 
One specific embodiment of the invention disclosed is a biological affinity sensor operating on the basis of 
surface plasmon resonance. The exciting light used in the sensor originates from a diode laser whose 
wavelength is modulated by a modification of the laser current, a temperature change or by movement of 
a short-extended cavity. A wavelength measuring device is built into the optical apparatus, measuring the 
resonance shifting regardless of mode jumping, variations in polarization and intensity. The entire optical 
path, specially a prism, a polarizer and lenses, the transducer volume and the above-mentioned 
wavelength measuring device are kept at a constant temperature. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§) Optische Sensoren unter der Verwendung durchstimmbarer Laserdtoden 

(I?) Die Erfindung betrifft Vorrichtungen zur Bio- und Che- 

mosensorik unter Verwendung durchstimmbarer Laser- 

dioden. Insbesondere wird die konkrete Ausfuhrung ei- 

nes Bio-Affinitatssensors gezeigt, der auf der Grundlage 

von Oberflachenplasmonenresonanz arbeitet. Das im 

Sensor verwendete Anregungslicht stammt aus einem 

Diodenlaser, dessen Wellenlange durch eine Verande- 

rung des Laserstromes, durch Temperaturveranderung 

Oder durch Bewegung einer Short-Extended -Cavity mo- 

duliert wird. Ein Wellenlangenmefigerat ist in der opti- 

schen Apparatur integriert, das die Resonanzverschie- 

bung unabhangig von Modensprungen, Intensitats- und 

Polarisationsschwankungen messen ka nn. Der gesamte 

optische Strahlengang, insbesondere ein Prisma, ein Po- 

larisator und Linsen, das Transducervolumen sowie das 
■ oben genannte WehenlangenmeEgerat werden ther- 
p misch konstant gehalten. 
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Beschreibung 

Halbieiter-Dioden laser sind wegen ihrer geringen Kosten, 
ihrer Koinpaktheil, ihrer hohen Lebensdauer, ihrer Robust- 
heil, ihrer Durchstirnnibarkeit, ihrer hohen spektralen Lei- 5 
stungsdichte und ihres geringen Rauschens einzigartige 
Lichtquetlen fiir viele spektroskopische Anwendungen. A Is 
spektroskopische LichtqueUen warden sie in Zukunft insbe- 
sondere die analytische Chemie, die Chemosensorik und die 
Btosensorik rcvolulionieren. Besonders interessant fur diese lO 
Anwendungen sind Dioden laser, die bei Raumtemperatur 
betrieben werden konnen, da der zu ihreni BeUieb notwen- 
dige apparative Aufwand sehr gering ist. Dies bedeulel zur 
Zeil eine Einschrankung des zuganglichen Wellenlangenbe- 
reiches fur Diodenlasersensoren auf das Spektrum zwischen 15 
ca. 0,6 iim-2 pm, wenn nicht zusatzliche nicht-lineare opti- 
sche Prozesse zur Frequenzkonvertierung des Laserdioden- 
lichtes verwendet wercten. Dieser Wellenlangenbereich wird 
von m/V-Halbleiterverbindungslaserdioden auf der Basis 
der Materialien AIGaAs, InP, und InGaAs abgedeckL Laser- 20 
cUoden dieser Typen sind kommerziell erhSltlich. Insbeson- 
dere wenn fiir die Spektroskopie Laserdioden, die als Mas- 
senprodukt fiir andere Anwendungen - z. B. Telekommuni- 
kation, CT)-I.esegerare, Laserdrucker, Barccxle-Scanner 
Lichtschranken, in Zukunft Laser- Fernsehen - hergestellt 25 
werden, Verwendung finden, sind diese preiswert und breit 
verfugbar. Andere Laserdioden auf der Basis von Bleisalzen 
(PbSe, PbTe) arbeiten im infraroten SpekU^m (ca. 
3 pm— 30 |im). Sie werden in der Regel bei kryogenen Tem- 
peraturen betrieben. Dies macht ihren Ginsatz insbesondere 30 
in Sensoren schwierig, wenn nicht unmoglich. Eine Be- 
schreibung der Nutzung durchstimmbarer Laserdioden fur 
die analytische Spektroskopie findet sich in Henning Groll. 
Doktorarbeit (Universitat Hohenheim 1995). 

Bei den fur die Spektoskopie benutzen Lasern handelt es 35 
sich in der Regel uni transversal und longitudinal einmodige 
Dauerstrichlaser, deren Emissionswellenlange sich mit 
Hilfc des Injcktionsstromcs und der Tcmpcratur des Diodcn- 
Lasers durchstimmen lafit. Die Wellenlange eines Lasers laBt 
sich in einem Bereich von ca. 15 nm-20 nm verstinunen, 40 
wenn seine Temperalur zwischen ca. -20**C und +60*?C va- 
riiert wird. Temperaturanderung dieser GroBenordnung sind 
mit einfachen Peltierkiihlem leicht zu realisieren. Kommer- 
zielle Laserdioden sind fiir diese Betriebstemperaturen spe- 
zifrzierl. Der Durchslinnnkoeffrzient betragt ca. 0,25 nni/K. 45 
Werden Fabry-Perot-Laser verwendet, so erfolgt die Wel- 
lenlangendurchstimmung nicht kontinuierlich iiber den ge- 
samten Variationsbereich. Viehnehr werden je nach Tempe- 
ralur und/oder Laserstrom verschiedene iongitudinale Mo- 
den des Laserresonators mit unterschiediichen Wellenlan- 50 
gen angeregt. Dabei treten HystereseefFekte auf. Die Durch- 
stimmbarkeit innerhalb einer Mode betragt bis zu ca, 1 nm 
und hangt stark vom verwendeten Dioden laser ab. Die 
Dutchstimmung mit Hilfe der Lasertemperatur ist naturge- 
maB ein langsamer ProzeB. Raten von ca. 0,5 K/s fur repro- ss 
duzierbare Messungen sind moglich. Wird dagegen der In- 
jektionssU'om zur Durchstimmung verwendet, lassen sich 
Durchstimmfrequenzen im kHz Bereich leicht realisieren. 
Eine Frequenzmodulation mit Frequenzen im Bereich der 
Emissionslinienbreite einer freilaufenden Laserdiode (ca. 60 
10-100 MHz) Oder mehr ist moglich. Eine schnelie sprung- 
hafite Wellenlangenanderung gestatten short>extended-ca- 
vity-Laser, die aus einer Laserdiode und einem weiteren au- 
Beren, dicht vor der Laserdiode plazierten Riickkoppelspie- 
gel bestehen, dessen Abstand mit Hilfe eines Piezoaktuators 65 
schnell geandert werden kann. Hier konnen typischer Weise 
5-8 verschiedene Iongitudinale Moden des gekoppelten Re- 
sonators angew^lt werden, die jeweils ca. 150 pm von ein- 



ander entfcmt sind. Eine kontinuiertiche Durchstimmung 
der Laserwellenlange Liber nahezu den gesamten Bereich ih- 
res Verstarkungsprofils ist moglich, wenn Laserdioden mit 
einer Ruckkopplung aus wellenlangendispersiven Elemen- 
ten betrieben werden. Beispiele hierfur sind die Ruckkopp- 
lung mit Hilfe eines Reflexionsgitters oder eines Fabry-Pc- 
roi-Resonators, DFB-Laser (disUibuied feedback-Laser) 
Oder DBR- Laser (distributed bragg reflektion-Laser). Bei 
den beiden letzteren handelt es sich um monolithische Sy- 
stetne, die konmierziell erhaltlich sind. Angewandt werden 
die beschriebenen durchstimmbaren Diodenlasersysteme in 
der Atomabsorptionsspektroskopie, der Fluoreszenzspek- 
troskopie, der Resonanzionisationsspektroskopie und den 
verschiedenen Verfahren der Molekulspektroskopie. Andere 
realisierte oder in der Literatur vorgeschlagene Anwendun- 
gen und Methoden in denen Diodenlaser als spektroskopi- 
sche Instrumente Verwendung finden, sind die Erzeugung 
von Frequenz- und Langenstandards auf der Basis atom- 
spektroskopischer Messungen (Cs-Atomuhr), das Laserkuh- 
len von Atomen, aber auch die Bestimmung von Gradienten 
in Brechungsindices, die photoakustische Spektroskopie 
oder die Fourier- und Ramanspektroskopie. Diodenlaser ba- 
sierte sp>ektroskopische Detektoren wurden z. B. fiir die 
Fliissigkeirschromatographie, die Gaschromatographie oder 
die Kappilarelektrophorese vorgeschlagen. 

Bcreits in unsererPatentanmeldung (DE-A 43 15 211) ha- 
ben wir vorgeschlagen, durchstimmbare Diodenlaser als 
eine mogliche Quelle in der Oberflachenplasmonenresonanz 
zu verwenden. 

Oberflachenplasmonenresonanz (beschrieben z. B. in 
Licdberg et al.. Sensors and Actuators, 4 299-304 (1983) ist 
eine Technik, in der Veranderungen im Brechungsindex in 
einer Schicht in der Nachbarschaft eines an einer Oberflache 
refiektierten Lichtsirahles gemessen werden, um die Eigen- 
schaften einer Oberflache zu charakterisieren und Anderun- 
gen an ihr zu beobachten. Diese Anderungen konnen zum 
Beispiel durch Adsorption eines Analyten aus einer Proben- 
flussigkcit an cincr Oberflache hcrvotgcrufcn werden. Die 
Beobachtung von solchen Bindungseffekten^ die Bestim- 
mung von Bindungskinetiken und die qualitative Charakte- 
risierung von Bindungsstarken kann als Grundlage fiir Im- 
munosensoren und die pharmazeutische Wirkstoffsuche, 
aber auch fiir andere Sensorkonzepte oder fiir die Entwick- 
lung von Verfahren der organischen Chemie dienen. 

Zur Realisation eines Oberflachenplasinonen-Sensors 
wird ein Metallfilm auf ein Substrat aufgebracht, das ein di- 
elektrisches Material mit hoherem Brechungsindex als die 
zu vermessende Flussigkeit ist. Ublicherweise wird hierfur 
ein Glasprisma verwendet Fallt nun Ucht oberhalb des 
Wmkels fiir Totaheflexion auf die Grenzflache zwischen 
Glasprisma und Metallfilm (Edelmetalle wie Gold und Sil- 
ber) ein, dann dringt die elektromagnetische Welle einige 
hundert Nanometer als evanescentes Feld in das System 
Metall Probenlosung ein. Geschieht dies unter geeigneten 
Bedingungen, dann konnen die freien Elektronen des Edel- 
metalls Energie vom evanescenten Feld aufnehmen und ein 
Abfali der Intensitat des refiektierten Lichts tritt auf. Alter- 
nativ kann der Metallfilm auch als gitterformiger Film auf- 
gebracht werden, wobei dann auch auf das Prisma verzichtet 
werden kann (Raclher H., "Surface plasmon on smooth and 
on rough surfaces and on gratings", Springer Verlag Berlin/ 
Heidelberg). 

Neben Bindungsexperimenten konnen andere Verande- 
rungen der optischen Eigenschaften der Grenzflache in ei- 
nem Transducer bestirnmt werden. So beeinfluBt die Anwe- 
senheit von Wasserstoff und anderen kleinen Molekulen 
oder lonen die optischen Eigenschaften der plasmonentra- 
genden Gienzschicht oder anderer an der Grenzschicht vor- 
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handcner Maierialien bei anderen optischen Verfahren. so 
daB es ebenfaLLs zu einer Verschiebung der Oberflachenplas- 
monenresonanz oder anderer Detektorsignaie kommt. 

Ein entsprechender Sensor kann mit Hilfe einer Spekiro- 
skopie, die auf der Verwendung durchsiimmbarer oder 
Multi-Wellenlangen- Laser bcrubt, die Anderung der opti- 
schen Eigenschaften der Oberflache vermessen und damit 
die Anwesenheit eines Anaiyten regislricren und die vor- 
handene Analytmenge quantifizieren: 

Wie beispielsweise in Pockrand el aL, J. Chem. Phys. 77 
(12) 6289-6295 (1984) und der Patentschrift WO91/01489 
ausgefuhrt wird, gibt es zwei prinzipielle Arten, Verande- 
rungen in der Oberflachenplasmonenresonanz festzusteUen: 

a) Entweder cine Veranderung der Reftektivitat des 
eingestrahlten Lichts als eine Funklion des Reflekti- 
onswinkeLs (Impulsiibertrag der Photonen) 

b) Veranderung in der Reflekiivitat als eine Funktion 
der Wellenlange (Energie der Photonen) 

Vieie Anmeldungen, auch die PatentanmeLdung 
W094/ 13044, schlagen ebenso wie unsere Anmeldung 
DE-A 43 15 211 die Verwendung durchstimmbarer 
Halbleiterdioden zur Anregung von Oberflachenplas- 
monen vor Rs sind jedoch keine konkreten Ausfuhrun- 
gen bekannu wie Oberflachenplasmonen durch durch- 
stimmbare Laserdioden spektroskopien werden kon- 
nen. Konkrete technische Vorschlage, wie ein Dioden- 
laser-Oberflachenplasmonenresonanz-Spektrometer 
auszusehen hat, wurden bisher nicht gegeben. Die 
Durchstimmung von Laserdioden ist in der Atomab- 
sorptions- oder -nuoreszenssp>ektroskopie oder der 
Molekulspektroskopiespektroskopie in CrasenLuores- 
zensspektroskopie oder der Molekiilspektroskopie be- 
reits bescliriebener Stand der Technik. Bei der Verwen- 
dung von durchstimmbaren Laserdioden in Bio- und 
Chemosensoren und optischen Sensoren sind einige 
Besonderheiten zu berucksichtigen, die sich gegeniiber 
der Anwcndung in der Atomadsorptionsspcktroskopic 
unterscheiden: 

1. Die Linie der Resonanz ist wesentlich breiter als ub- 
lich in der A AS, entsprechend ist eine genaue Bestim- 
mung der Wellenlange bei der Oberflachenplasmonen- 
resonanz nur im Bereich mehrerer Picometer bis Nano- 
meter erforderhch. 

2. Die Polarisation des Lichtes in der optischen Appa- 
ratur muB insbesondere bei der Verwendung in Ober- 
flachenplasmonenresonanz ohnedies kontrolliert wer- 
den, somit ist eine Polarisationsabhangigkeit des Lich- 
tes 2, B. bei einer Wellenlangendelektion nicht mehr 
cine zusatzliche SchwierigkeiL 

Die Verwendung durchstimmbarer Laserdioden hat in der 
Oberflachenplasmoneresonanz ini Gegensatz zu der Durch- 
stimmung anderer Lichtquellen oder der gebrauchUchen 
Veranderung des Reflektionswinkels eine Reihe von V^rtei- 
len. Die raumliche Messung von reflektiertem Licht unter 
verschiedenen Reflektionswinkeln bedarf einer mechani- 
schen Apparatur zur Bewegung von Lichtqueile oder Detek- 
tordiode oder dem Einsatz einer Kamera zur Betrachtung 
des reHektierten Lichts unter verschiedenen Winkeln, Eine 
Apparatur unter Verwendung durchstimmbarer Laserdioden 
kann wesentlich preiswerter, aber auch wesendich kompak- 
ter realisieit werden als die tibliche Methode. ' 

Es ist sogar eine Miniaturisierung des Oberflachenplas- 
monenresonanzapparates denkbar, bei der eine miniaturi- 
sierte Sonde an einem langen Lichtleitfaserkabel befestigt 
wird. Die Durchstimmung der Wellenlange erfolgt in einer 
separaten Einheit. Derartige Sensoren eignen sich vor allem 



zur Anwendung in medizinischen Kathetem. in Sonden, die 
in groBe Tiefen oder groBe Entfernungcn transportiert wer- 
den niussen, beispielsweise zur Vermcssung von Tiefsee- 
wasser in verschiedenen Meerestiefen, oder beispielsweise 
5 in Roboicrn in Abwasserkanalen. 

Bio- und Cliemosensoren basierend auf Oberflachenplas- 
monenresonanz konnen auch neue Anwendungen erschlie- 
Ben, fails durch den Einsatz durchstimmbarer Laserdioden 
eine deutliche Preisreduzierung vorgenommen werden 
10 kann. 

Anwendungsbeispiele sind: 

- das Selfmonitoring von Patienten 

- die ProzeBkontrolle in der Biotechnologie 

15 - die Messung der Konzentration von Umweltschad- 

stoffen in Routineanwendungen 

Fur den im folgenden in seiner konkreten technischen 
Ausfiihrung dargestellten Sensor sind auch andere Bio- 

20 und Chemosensorprinzipien als die Oberflachenplas- 
monenresonanz denkbar, z. B. andere MeBprinzipien 
zur Bestimmung der Eigenschaften einer Oberflache, 
wie die totale interne Reflektion, die Ellipsomelrie oder 
die rnterferometrie und andere in der TJteratur, z. B. in 

25 Place et al. (1995) (Optoelectronic Immunosensors. 

Review of Optical Immuno Assay al Continuous Surfa- 
ces. Biosensors 1, 321-53) erwahnte entsprechende 
Verfahren. Weiterhin konnen auf der Messung von 
Fluoreszenz griindende Methoden, z. B, Fluoreszens- 

30 korrclationsspektroskopic, zur Bestimmung von biolo- 
gischen Molekiilen als Sensorprinzip genutzt werden. 
All diesen Methoden ist gemeinsam, daB zur Detektion 
und letztlich zur Quantifizierung der zu bestimmenden 
Spezies, eine spezifische biochemische Reaktion ge- 

35 nutzt wird, deren Endprodukt zu einer spektralen 
Struktur fiihrl, die mit Hilfe von durchstimmbaren La- 
sem oder Multi-WeUenlangen-Lasem, eindeutig und 
sclcktiv vermessen werden kann, und die cine dircktc 
oder indirekte - durch Kalibration oder Eichung des 

40 Sensors - Aussage uber die Menge des in der unter- 
suchten Probe vorhandenen Anaiyten ermoghcht, 

Der Fachmann wird leicht weitere Sensorkonzepte nen- 
nen konnen, die mit durchstimmbaren Lasem oder Multi- 
45 Wellenlangen-Lasem realisierbar sind. 

Bei der Verwendung von durchstimmbaren Laserdioden 
zur Vermessung von Oberflachenplasmonen zeigen sich 
neuartige Probleme, die z. B. in der Atomabsorptions- oder 
Fluoreszensspektroskopie oder der Molekiilspektroskopie- 
SO spektroskopie in Gasen nicht auftreten. 

1. Der Hauptunterschied der Spektroskopie an Ober- 
flachen zu derjenigen an freien Atonien oder an Mole- 
kiilen in Gasen besteht in der wesentlich groBeren 

55 spektralen Breite der zu untersuchenden Resonanzen. 
Wahrend atomare Resonanzen oder Linien von Mole- 
kiilen in gasformigen, nicht extrem heiBen oder unter 
extrem hohem Druck stehenden Atmospharen einige 
MHz bis einige GHz breit seien konnen (im sichtbaren 

60 und nah-infrarotem Spektralbereicb sind das einige fm 
bis einige pm Wellenlange) sind typische Oberflachen- 
plasmonenresonanzen in diesem Spektmlbereich 
10 nm bis 100 nm breit. Atomare Linien konnen typi- 
scherweise innerhalb einer longitudinalen Mode eines 

65 Diodenlasers vermessen werden. Dabei ist im wesent- 
lich die Registrierung der Amplitude der SpektraUinie, 
weniger ihrer Struktur und Breite von Interesse in ana- 
lytischen Anwendungen. Die Wellenlange der Emis- 
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sion des Diodcnlasers muB auf wenige Bruchteile einer 
atoniaren Linicnbreite bekannt sein und entsprechend 
reproduzierbar cingestellt werden konnen bzw. ent- 
sprechend konstant gehalten werden. Die notwendige 
Durchstiminung der Wellenlange kann ohne weiieres 5 
mil Hilfe des Injektionsstronies oline Modenspriingc 
erfolgen. Die Anwendung von Techniken wie der Wel- 
lenlangenmodulationsspektroskopie oder der Fre- 
quenztnodulationsspektroskopie die auf der Modula- 
tion der Wellenlange mtt Frequenzen zwischen kHz bis lO 
GHz beruhen, zur Bestinunung schon kleinster Veran- 
derung der Absorption in einem Probenvolunien sind 
moglich. Ahnliches gilt fur die Methoden der Ruores- 
zensspektroskopie. 

Die sichtbaren und nahinfraroten Dioden konnen unge- is 
fahr 3 bis 4 nra von der nominellen Wellenlange inner- 
halb einer 20**-Teniperaluranderung durchgestimmt 
werden. Das Tuning geschieht auf eine sprunghafte Art 
und Weise, bei spiels weise eine glattc Durchstinunbar- 
keit fiir etwa 1/4 eines Nanometers, die durch einen 20 
Ubergang (Modehopping) in der Wellenlange zu einer 
anderen Mode gefolgt wird, Durchstiminung mit einer 
Veranderung des Injektionsstrotnes (ungefahr 0,01 nm 
pro mA) 7£igt ahnliches Verhalten und in beiden Fallen 
beobachtet man oft eine Hysterese in den Modenspriin- 25 
gen. Atomare Linien konnen, wie dem Fachmann be- 
kannt, typischerweise innerhalb .einer longitudinalen 
Mode eines Diodenlasers vermes sen werden. Dabei ist 
ira wesentlich die Registrierung der Amplitude der 
Spektrallinie weniger ihrer Suoiktur und Breite von In- 30 
teresse in analytischen Anwendungen. Die Wellen- 
lange der Emission des Diodenlasers muB auf wenige 
Bruchteile einer atomaren Linicnbreite bekannt sein 
und entsprechend reproduzierbar eingestellt werden 
konnen bzw. entsprechend konstant gehalten werden. 35 
Die notwendige Durchstimmung der Wellenlange kann 
ohne weiteres mit Hilfe des Injektionsstromes ohne 
Modenspriingc crfolgcn. Die Anwendung von Techni- 
ken wie der Wellenlangenmodulationsspektroskopie 
Oder der Frequenzmodulationsspektroskopie, die auf 40 
der Modulation der Wellenlange mit Frequenzen zwi- 
schen kHz bis GHz beruhen, zur Bestinunung schon 
kleinster Veranderung der Absorption in einem Proben- 
volumen sind moglich. Ahnliches gill fur die Metho- 
den der Fluoreszensspektroskopie. 45 

2. Bei Adsorption einer Monolage eines Analyten ver- 
schiebt sich die Plasmonenresonanz in der GroBenord- 
nung von einigen 100 mGrad beziehungsweise einigen 
Nanometem. Die Verschiebung ist bei Durchstiimnung 
der Wellenlange von der verwendeten Basiswellen- 50 
lange abhangig. So zeigen Simulationsrechnungen eine 
notwendige Durchstimmung von der nominalen Wel- 
lenlange von ca. 12 nm bei 1 300 nm Basis wellenlange, 
falls man von der Adsorption einer 1 nm dicken 
Schicht auf der Sensoroberflache ausgeht. Bei der Ver- 55 
wendung eine 780 nm Laserdiode reduziert sich diese 
notwendige Durchstimmung auf 5 bis 6 nm pro nm ad- 
sorbierter Schicht. Bei kleineren Wellenlangen redu- 
ziert sich entsprechend die Resonzverschiebung. Mit 
Hilfe von durchsummbaren Laserdioden kann nun le- 60 
diglich ein kleiner Teil (20%-50%) der gesamten Re- 
sonanz vermessen werden. 

3. Aufgrund der Intensitats-, Frequenz-, Positions-, 
und Polarisationsschwankungen des Laserlichtes auf- 
grund der Modenspriinge sowie der schwierig reprodu- 65 
zierbaren Hysterese bei der Durchstimmung wie auch 
durch Alterungsprozesse der Laserdiode bringt die 
Durchstimmung der Laserdiode durch Strom oder 
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Temperatur bei der Oberflachenplasmoneresonanz 
Schwierigkeiten. 

4. Weitere Schwierigkeiten konnen temperaturabhan- 
gige Schwankungen des Brechungsindex des Substrats, 
beispielsweise des Glasprismas, und Temperatur- 
schwankungen des Transducervolumens mit sich brin- 
gen. 

5. Ebenso sind Homogenitatsschwankungen der Be- 
schichtung der Sensoroberflache auszuschlieBen und 
die Orthogonalitat der Bindung zu maximieren. 

Die vorliegende Erfindung lost diese Probleme durch die 
in den Ausftihrungsbeispielen gemachten Vorschlage und 
zeigt eine preiswerte und exakte Anordnung zur Vermes- 
sung von Oberflachenplasmonen rait Hilfe durchstimmbarer 
Laserd i oden lich tquel len . 

Ausfiihrungsbeispiele 

Lm folgenden werden einige Ausfuhrungsbeispiele der 
Erfindung mit Bezug auf die Zeichnungen erlautert. 

Die Vorrichtung besteht, wie in Zeichnung 1 beschrie- 
ben, aus einer Lichtquelle (1), einem Transducer (2) und ei- 
nem Detektor (3), Vonichtungen wie MeBkuvette, MeBzelle 
oder MeBkanal (4) und Auswertungselektronik (5), gegebe- 
nenfalls computergestutzte Auswertung. 

Die erfindungsgemaBe Lichtquelle besteht aus einer 
durchstimmbaren Laserdiode (1). Der Transducer (2) ist das 
Element, wo die biosensorische Reaktion (auch chemische 
Reaktion in Chemosensoren) stattfindet und cine Interaktion 
mit dem in der bcschriebenen Einheit verwendeten Licht- 
su-ahl (6) erfolgt. 

Die Transduceroberflache kann fiir die Bio- und Chemo- 
sensorik beispielsweise mit folgendem Verfahren beschich- 
tet werden: Man beschichtet vorteilhaft die Oberflache zu- 
nachst mit Merkaptoethanol oder Merkaptoethanolamin. 
AnschlieBend setzt man beispielsweise 1,4-Butandiol-Di- 
glycidylcthcr zu. AnschlieBend wird daran cin Hydrogcl, 
beispielsweise Dextran oder Polyathylenglykol gebunden. 
AnschlieBend laBt sich dieses Hydrogel mit den bekannten 
Verfahren der Biochemie mit Rezeptoren oder Liganden 
versehen. Mit einer solchen Beschichtung konnen Homoge- 
nitatsschwankungen der Sensoroberflache und Schwierig- 
keiten mit der Orthogonalitat der zu untersuchenden Bin- 
dung wirkungsvoll reduziert beziehungsweise behoben wer- 
den. Eine Beschreibung weiterer Beschichtungs verfahren 
findet sich in EP 05 89 867 B I oder in DE 42 19 159. Wei- 
tere Beschichtungen beruhen auf der Aut"bringung einer 
diinnen Polyslyrol- oder anderen Kunststoffschicht durch 
Spin-coating oder auf der Aufdampfung oder Aufsputterung 
eines diinnen Filmes von Glas, Silizium oder anderen Mate- 
rialien, an welche anschlieBend dem Fachmann bekannte 
biochemische Ankoppelungen voigenoninien werden kon- 
nen, 

Im Detektor (3) wird das vom Transducer ausgesandte 
Licht aufgefangen und ausgewertet. 

Zeichnung 3 zeigt eine Ausgestaltung der Lichtquelle, 
bei der eine Laserdiode uber ein Temperatursteuer- und Re- 
gelinstrument (11), beispielsweise ein Peltierelement, in sei- 
ner Temperatur beeinfluBbar ist, Eine zweite Steuerungs- 
mdglichkeit besteht uber den Strom. 

Die Einheit enthalt vorteilhaft auch eine Kollimationsop- 
tik (8), einen Polfilter (9) sowie eine Irisblende (10). 

Zeichnung 4 zeigt eine andere mogliche Ausgestaltung 
der Lichtquelle, Hier wird die Temperatur der Laserdioden- 
einheit (7) konstant gehalten (U) und uber ein bewegliches 
Glasplattchen (16), das in kurzem Abstand (innerhalb der 
Koh^enzlange) vor der Laserdiode (15) angebracht wird 
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und iiber Siellelemente, beispiekwcise nach dem Galvano- 
nieterprinzip oder durch piezoelektrische Aktoren, die von 
einer Konstanlspannungsquelle (17) und iiber einen Frc- 
quenzgeneralor (18) versorgt werden, beweglich isU wird 
cine bewegliche Veranderung der ResonatorLange (Short 
Extended Cavity Laser) und so cine Durchstimmung der 
Wellenlange emioglicht. 

Zeichnung 5 zeigt die Integration eines Wellenlangen- 
meBgerats io den Spektrometeraufbau. Mittels zweier 
Strahkeiler (22) wird der von der Lascrdiode (I) emiltierte 
Lichtstrahl (6) in drci Anteile aufgeieilt, die mil drei Photo- 
detektoren (25) analysierl werden. Der ersle Deteklor (25a) 
nitnml das im Transducer (2) erzeugtc Oberflachenplasmo- 
neresonanz-Signal auf, der zweite (25b) liefert ein Referenz- 
signaL Dieses wird genutzt urn Intensitats- bzw. Positions- 
schwankungen des einfallenden Laserlichts aufzudecken 
und gegebenen falls zu beseitigen. Ein driuer Detektor (25c) 
dient in Kombination mil einem temperatursiabilisiertem 
Kantenfilter (46) als WellenlangcnmeBgerat. Das Prinzip ist 
fur die Alomabsorptionsspektroskopie bereits beschrieben 
(HeBling, B,, Niemax, K. Spectrochim. acta, 45 B S. 1187, 
1990), wird jedoch nicht angcwandi, weil die fur die Atom- 
absorptions- oder der Molekiilsprektroskopiespektroskopie 
in Gasen oder Fluoreszensspektroskopie notwendigen An- 
forderungen nicht erfiillt werden konnien. Bei Verwendung 
eines Kanien filters ist zudem Serge fur eine konstante Pola- 
risation des auf den Filter eingestrahlten Lichtes zu tragen. 
Die Anforderungen nach Kontrolle von Temperatur und Po- 
larisation konnen in einem Oberflachenplasmonenresonanz- 
Spcktromcter jedoch leicht erfiillt werden, da sowohl die 
Kontrolle der Polarisation des eingestrahlten Lichtes not- 
wendig ist. als auch die Temperatur des Transducers kon- 
stant gehalten werden muB. Beide Parameter beeinflussen 
auch Gestalt und Position der Oberflachcnplasmonenreso- 
nanz. 

Die Nutzung der in kommerziellen Laserdioden in der 
Regel vorhandenen Detektordiode als Referenzsignal er- 
wcist sich als nicht vortcilhaft, da Polarisations- und Positi- 
onsschwankungen des Lichtstrahles von ihr nicht erfaBt 
werden. 

In Zeichnung 6 wird eine Ausfuhrung mit Lichtleitfaser- 
kabeln dargestellt. Die Lichtquelle (1), unter Nutzung einer 
durchstimmbaren Laserdiode wie oben beschrieben, strahlt 
Licht vorzugsweise iiber einen Faserkoppler in eine Licht- 
leitfaser (27) oder ein Lichtleitfaserbundel ein und leitet das 
Licht unter konstantem Einfallswinkel in das Prisma (23) 
ein. Das an dem Metallfilni (24) reflektierte Licht gelangt 
durch die Lichtleitfaser (27) in den Detektor (25). Bei Ver- 
wendung eines Spiegels (29) kann das vom Transducer re- 
flektierte Licht in die zu leiiende Lichtleitfaser zuriickge- 
koppelt werden (Zeiclinung 7), 

Zekhnung 8 zeigt eine mogliche Ausgestaltung des De- 
tektors. Der Lichtstrahl (6) wird von einem Photodetektor 
(28) erfaBt. Das entstehende Signal wird durch einen Ver- 
starker aufbereitet. In einer Einrichtung zur Datenaufzeich- 
nung (31), beispielsweise ein x-y-Schreiber oder beispiels- 
weise ein PC mit entsprechender Soft- und Hardware, wird 
das Signal ausgewertet und dargestellL 

Bei der Verwendung durchstimmbarer Laserdioden in 
Oberflachenplasmonensensoren spielt der dynamische Be- 
reich eine wcsentUche Rolle. 

Vorzugsweise wird man zur Auswertung von Bindungs- 
experimenten, also bei geringeren Konzentralionen, durch- 
stimmbare Laserdioden anstatt konventionellen Geraten mit 
Winkeiauswertung einsetzen. Es ist auch moglich, die Aus- 
wertung mittels durchstimmbaren Laserdioden mit einer 
Winkeiauswertung zu kombinieren, um eine Feinmessung 
der Beschichtung neben der Grobmessung durchzufuhien. 



Verwendet man die durchstimmbare Laserdiodenquelle in 
einer Vorrichtung ohne Winkeiauswertung, so wird man auf- 
grund der begrenzten Durchstinunbarkeit vorzugsweise 
starkere Verdunnungen der MeBflussigkeiten vornehmen als 
5 bei Winkeiauswertung oder sie bei geringeren Probcnkon- 
zentrationen verwendcn. 

Eine weitere Anwendung durchstimmbarer Laserdioden 
liegt in der parallelen Ausmessung von Probenflecken in ei- 
nem bildgebenden Verfahren, wie beispielsweise der Ober- 
10 flachenplasmonenmikroskopie (Yeatman und Ash, Electro- 
nics Letters 20 968-970 (1987)). Hier strahlt man ublicher- 
weise iiber ein Glasprisma einen homogenen, monochroma- 
tischen, polarisierten, parallelen Lichtstrahl ein, der die 
Probe, eine Microtiterplatte mit beispielsweise 5000 Feldem 
15 in unterschiedlich selektiver Beschichtung, gleichmilGig be- 
leuchtet oder man bewegt einen Lichtstrahl vorzugsweise 
durch Spiegelgalvanometer parallel uber die MeBoberfla- 
che, um so ein bildgebendes Verfahren zu ermoglichen. 
Setzt man in einer derartigen VDrrichtung als Lichtquelle 
20 eine durchstimmbare Laserdiodenquelle ein, so erhalt man 
in der 3, Dimension der Messung die Oberflachenplasmo- 
nenresonanzkurve zu jedem Bildpunkt, was eine wesentlich 
exaktere und weniger storanfallige Auswertung der MeCer- 
gebni<;se fiirjeden Bildpunkt ermoglicht. 
25 In alien erwahnten Ausfuhrungen ist das Verwenden von 
mindestens zwei MeBflecken im Transducer vorteilhaft, um 
Vergleichsmessungen zu ermoglichen, Denkbar ist auch die 
Anordnung von Stufen innerhalb des MeBfleckes, wie be- 
schrieben in Sigl et al.. Sensors and Actuators, B 24-25 
30 (1995)756-761. 

N4an kann den gesamten optischen Aufbau wie in der Op- 
tik ublich durch Montage der Bauteile auf einer optischen 
Bank oder ahnlichen Bauteilen realisieren. Vorzugsweise 
wird der optische Aufbau aus einem preisgunstigen Kunst- 
35 stoff, beispielsweise Polycarbonat oder Polyolefin-Kunst- 
stoff (Topas) bestehen, wobei man alle Einheiten wie Lin- 
sen, Blenden, Prisma und Strahlteiler erfindungsgeraaB 
durch Ausnchmungcn im Bautcil ausfuhrt. Zcichnung 9 
zeigt einen moglichen Aufbau eines solchen Kunststoff- 
40 PreBUngs (32), Eine Polarisation des Laserlichtstrahls (6) 
erfolgt vorzugsweise durch eine zweite oberflachenplasmo- 
nenaktive Metallschicht (33) in der Apparatur, an der keinc 
bio- und chemosensorischen Reaktionen stattfinden. An der 
polarisierenden Metallschicht werden alle Lichtstrahlen mit 
45 p-Polarisation im Einstrahlwinkel der Plasoneresonanz ab- 
sorbiert (gedampfte Reflektion) und nur s-polarisiertes Licht 
weitergestrahlL Orthogonal zur beschriebenen Polarisato- 
reinheit setzt man die Oberflachenplasmonenaktive Grenz- 
schicht im Transducer ein, die aufgrund der beschriebenen 
SO Polarisation und der Orthogonalitat nur p-polarisiertes Licht 
erhalt Schwierigkeiten mit Polarisationsschwankungen 
sind so wirkungsvoll auszuschlieBen. In den PreBling sind 
zugleich ein Strahlteiler (22), beispielsweise ein halbdurch- 
lassiger Spiegel, ein Kantenfilter (34) und ein Spiegel (35), 
55 der das polarisierte Laserlicht zur MeBzelle (4) init dem 
Transducer umleiteL, zu integrieren. 

Da die Anforderungen an alle Regelungs-, Steuer- und 
Detektionselektroniken gut bekannt sind, und im wesentU- 
chen als Digitalelekttonik realisiert werden konnen, ist die 
60 Verwendung von benutzerdefinierten integnerten Schalt- 
kieisen (ASICs) hier von groBem Vorteil. Die notwendigen 
Leistungselektroniken fiir Stromversotgung der Laserdiode, 
Temperierung der Laserdiode und Temperierung des Trans- 
ducervolumens konnen auch mit herkommlicher Elektronik 
65 realisiert werden. Versionen der Erfindung mit groBtmogli- 
chen Eingriffsmoglichkeiten fur Laboranwendungen und 
autarke voUautomatische Systeme fiir Routinean wendungen 
kdnnen beide mit den voigesteliten Techniken realisiert wer- 
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den. 

Bezugszeichenliste 

1 Lichtquelle 

2 Transducer 

3 Detektor 

4 MeBzelle 

5 AuswerteeLeklrontk 

6 Lichtstrahl 

7 Laserdiodeneinheit 

8 Kollimationsoptik 

9 Filter 

10 Lochblende 

11 Temperatur-KontroUe 

12 Temperatur- Modulation 

13 Strom-Kontrolle 

14 Strom-McMlulation 

15 Lasecdiode ohnc kapseLndes Gehause, auf Warmesenke 
und Grundplatte montiert 

16 bewegUches GlaspLattchen ("short extended cavity la- 
ser") 

17 Konstanlspannungsquelle 

IK Generator zur Modulation der Position des Glasplatt- 
chens 

19 Wamiesenke mil Peltierelement 

20 Lichtmischer ("beamcombiner") 

21 WeUenleiteroptik ("waveguide-chip") 

22 halbdurchlassige Spiegel ("beamsplitter") 

23 Prisma 

24 MetalLfiUn mit sensitiver Schicht 

25 Detektor 

26 Polfilter 

27 Lichlleitfascr 

28 Photodetektor 

29 Verstarker, lAJ-Wandler 

30 bandbreitenbegrenzter Verstarker bei Modulaiionsfre- 
qucnz f2 

31 Eicuichtung zur Datenaufzeichnung 

32 Kunststoff-PreBling 

33 Metallschicht 

34 Kantenfilter (33) 

35 Spiegel 

PatenLanspruche 

1. Optischer Bio- oder Chemosensor, dadurch ge- 
kenozeichnet, daB das im Sensor verwendete Anre- 
gungslicht aus einem Diodenlaser stammt, der durch 
eine Veranderung des Laserstromes, durch Temperatur- 
veranderung oder durch Bewegung einer Short-Exten- 
ded-Cavity moduliert wird, wobei ein Wellenlangen- 
ineBgerat in die optische Apparatur zu integrieren isL, 
das die Frequenz unabhangig von Modenspriingen, In- 
tensitats- und Polarisationsschwankungen messen 
kann. 

2. Vorrichtung nach Anspruch I dadurch gekennzeich- 
net, daB der opdsche StrahLengang, insbesondere in ei- 
nem Prisma, in Linsen sowie im WellenlangenmeBge- 
rat thermisch konstant gehalten w'lrd. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 dadurch gekennzeich- 
net, daB als WellenlangenmeBgerat ein Kantenfilter 
eingesetzt wird, wobei durch 2 Photodetektoren die re- 
ladve Anderung der Transmission des Filters zur Be- 
stimmung der eingesetzten Lichtwellenlange verwen- 
det wird. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei der optische 
Aufbau aus einem preisgUnstigen KunststofF, beispiels- 



weise Polycarbonat oder Polyolefin-Kunstsloif (Topas) 
bestehi. 

5. Vorrichtung nach Anspruch I, wobei Steuerung und 
Regelung von Temperaturen in der Apparatur durch 
5 ASICs vorgenommen wird. 
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